Role of plant extracts for treating neurodegenerative proteinopathies by Resnik, Maša
  
  
 
II 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ŠTUDIJ BIOTEHNOLOGIJE 
 
 
 
 
 
 
Maša RESNIK 
 
 
 
 
VLOGA RASTLINSKIH EKSTRAKTOV PRI 
TRETIRANJU NEVRODEGENERATIVNIH 
PROTEINOPATIJ 
 
DIPLOMSKO DELO 
Univerzitetni študij - 1. stopnja  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019 
  
  
 
III 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ŠTUDIJ BIOTEHNOLOGIJE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Maša RESNIK 
 
 
VLOGA RASTLINSKIH EKSTRAKTOV PRI TRETIRANJU 
NEVRODEGENERATIVNIH PROTEINOPATIJ 
 
DIPLOMSKO DELO 
Univerzitetni študij - 1. stopnja  
 
 
ROLE OF PLANT EXTRACTS FOR TREATING 
NEURODEGENERATIVE PROTEINOPATHIES 
 
B. SC. THESIS 
Academic Study Programmes 
 
 
 
 
 
 
 
 
.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019
Resnik M. Vloga rastlinskih ekstraktov pri tretiranju nevrodegenerativnih proteinopatij. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
II 
 
Diplomsko delo je zaključek Univerzitetnega študijskega programa prve stopnje 
Biotehnologija. 
 
Študijska komisija 1. in 2. stopnje študija biotehnologije je za mentorja diplomskega dela 
imenovala prof. dr. Polona Jamnik. 
 
 
 
 
 
 
 
Komisija za oceno in predstavitev: 
 
Predsednik: prof. dr. Damjana DROBNE 
  Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo 
 
Član:  prof. dr. Polona JAMNIK 
  Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo  
 
Član:  prof. dr. Jana MUROVEC 
  Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Datum predstavitve: 30.8.2019 
 
 
Resnik M. Vloga rastlinskih ekstraktov pri tretiranju nevrodegenerativnih proteinopatij. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
III 
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
ŠD Du1  
DK UDK 606:616.8:57.084:615.322(043.2) 
KG proteinopatija, nevrodegenerativne bolezni, Alzheimerjeva bolezen, Parkinsonova 
bolezen, amiolid-β, α-sinuklein, rastlinski ekstrakti, modelni organizmi 
AV RESNIK, Maša  
SA JAMNIK, Polona (mentor) 
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, Univerzitetni 
študijski program prve stopnje Biotehnologija 
LI 2019 
IN VLOGA RASTLINSKIH EKSTRAKTOV PRI TRETIRANJU 
NEVRODEGENERATIVNIH PROTEINOPATIJ  
TD Diplomsko delo (Univerzitetni študij - 1. stopnja)  
OP VI, 20 str., 1 sl., 65 vir.      
IJ sl 
JI sl/en 
AI Nevrodegenerativne bolezni prizadenejo živčevje, pojavijo pa se lahko zaradi različnih 
vzrokov. Eden od teh je proteinopatija. V različnih raziskavah so ugotavljali, ali lahko 
rastlinske ekstrakte uporabimo za zdravljenje nevrodegenerativnih bolezni. Spojine v 
rastlinskih ekstraktih imajo antioksidativne in nevroprotektivne lastnosti ter lahko 
učinkujejo proti proteinskim agregatom. Učinke so preverili na modelnih organizmih, 
kot so miši Mus musculus, vinske mušice Drosophilla melanogaster, kvasovke 
Saccharomyces cerevisiae, črvi Caenorhabditis elegans in celične linije, ki so kazali 
fenotip nevrodegenerativne bolezni. Pri S. cerevisiae so merili viabilnost celic, ki so 
bile izpostavljene ekstraktom opuncije Opuntia ficus-indica in rjave alge Padina 
pavonica. Pri D. melanogaster pa so ugotavljali, ali ekstrakti iz opuncije, rjave alge ter 
kurkumin podaljšajo življenjsko dobo ter, ali vplivajo na mobilnost vinskih mušic. V 
celični liniji nevroblastoma so merili, ali ekstrakt iz rastline Gastrodia elata prepreči 
celično smrt, ki so jo povzročali toksični agregati. Poleg tega so v raziskavah in vitro 
preverili preprečevanje nastanka toksičnih agregatov, ki so odgovorni za pojav 
bolezni. Ugotovili so, da nekateri rastlinski ekstrakti pozitivno vplivajo na viabilnost 
kvasovk, izboljšajo življenjsko dobo in mobilnost vinskih mušic ter preprečujejo 
celično smrt v celični liniji. Tudi in vitro nekateri ekstrakti dobro delujejo, saj se v 
njihovi prisotnosti zmanjša koncentracija toksičnih oligomerov ter poveča 
koncentracija netoksičnih monomerov in polimerov. Rastlinski ekstrakti dobro 
učinkujejo proti nevrodegenerativnim boleznim in imajo potencial za zdravljenje le-
teh. 
 
 
Resnik M. Vloga rastlinskih ekstraktov pri tretiranju nevrodegenerativnih proteinopatij. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
IV 
 
 
 
KEY WORDS DOCUMENTATION  
 
ND Du1  
DC UDC 606:616.8:57.084:615.322(043.2) 
CX proteinopathy, neurodegenerative diseases, Alzheimer's disease, Parkinson's disease, 
amyloid-β, α-synuclein, plant extracts, model organisms 
AU RESNIK, Maša  
AA JAMNIK, Polona (supervisor) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Academic Study Programme in 
Biotechnology 
PY 2019  
TI ROLE OF PLANT EXTRACTS FOR TREATING NEURODEGENERATIVE 
PROTEINOPATHIES 
DT B. Sc. Thesis (Academic Study Programmes) 
NO VI, 20 p., 1 fig., 65 ref. 
LA sl 
AL sl/en 
AB  Neurodegenerative diseases affect the nervous system and can occur due to various 
causes. One of these is proteinopathy. In various studies, it was determined whether 
plant extracts could be used to treat neurodegenerative diseases. Compounds in plant 
extracts have antioxidant and neuroprotective properties and may be effective against 
protein aggregates. The effects were examined on model organisms such as mice Mus 
musculus, fruit fly Drosophilla melanogaster, yeast Saccharomyces cerevisiae and 
worm Caenorhabditis elegans and cell line that showed fenotype of nevrodegenerative 
disease. For S. cerevisiae they measured viability of cells that were exposed to extracts 
from prickly pear Opuntia ficus-indica and brown alga Padina pavonica. In D. 
melanogaster they determined whether the extracts from prickly pear, brown alga and 
curcumin prolonged life expectancy and whether it can affect the mobility of fruit 
flies. In cell line of neuroblastoma they tested whether extract from Gastrodia elata 
can prevent cell death that is caused by toxic aggregates. They also checked the in 
vitro prevention of the formation of toxic aggregates that are responsible for the 
occurrence of disease. They found out that some plant extracts influence the yeast 
viability, improve lifespan and mobility of fruit flies and prevent cell death in cell line. 
Also in vitro the extracts worked well, as the concentration of toxic oligomers is 
reduced, and the concentration of non-toxic monomers and polymers is increased. 
Plant extracts have good effect against neurodegenerative diseases and have the 
potential to treat them. 
 
Resnik M. Vloga rastlinskih ekstraktov pri tretiranju nevrodegenerativnih proteinopatij. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
V 
 
 
 
KAZALO VSEBINE 
  Str. 
 KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA  III 
 KEY WORDS DOCUMENTATION IV 
 KAZALO VSEBINE                                                                                               V
 KAZALO SLIK                                                                                            VI 
 OKRAJŠAVE IN SIMBOLI                                                                                                                                                                                    VI 
   
1 UVOD 1 
1.1 NAMEN DELA 1 
2 PREGLED OBJAV 1 
2.1 NEVRODEGENERACIJA IN PROTEINOPATIJA 1 
2.2 DEDOVANE IN SPORADIČNE NEVRODEGENERATIVNE 
BOLEZNI 
3 
2.3 NAJPOGOSTEJŠE OBLIKE PROTEINOPATIJ 3 
2.3.1 Huntingtonova bolezen in huntingtin 3 
2.3.2 Tautopatije in tau prioni 3 
2.3.3 Alzheimerjeva bolezen in Aβ prioni  4 
2.3.4 Parkinsonova bolezen in α-sin prioni 4 
2.4 MODELNI ORGANIZMI ZA PREUČEVANJE 
NEVRODEGENERATIVNIH BOLEZNI 
5 
2.4.1 Mus musculus 5 
2.4.2 Drosophilla melanogaster 5 
2.4.3 Caenorhabditis elegans 6 
2.4.4 Saccharomyces cerevisiae 6 
2.4.5 Inducirane pluripotentne matične celice (iPSC) 6 
2.5 POTENCIALNI RASTLINSKI EKSTRAKTI ZA TRETIRANJE 
NEVRODEGENERATIVNIH BOLEZNI 
6 
2.5.1 Potencialne naravne spojine za zdravljenje Alzheimerjeve bolezni 7 
2.5.2 Potencialne naravne spojine za zdravljenje Parkinsonove bolezni 8 
2.6 RASTLINSKA EKSTRAKTA IZ OPUNCIJE IN RJAVE ALGE 
BLAŽITA NEVRODEGENERATIVNE PROTEINOPATIJE V 
CELIČNIH IN ŽIVALSKIH MODELIH 
9 
2.6.1 Viabilnost kvasovk 9 
2.6.2 Življenjska doba in aktivnost plezanja vinskih mušic 9 
2.6.3 Vpliv ekstraktov na agregate proteinov 10 
Resnik M. Vloga rastlinskih ekstraktov pri tretiranju nevrodegenerativnih proteinopatij. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
VI 
 
2.7 Gastrodia elata BLUME ŠČITI CELICE PRED Aβ PEPTIDI 11 
2.7.1 Določanje umrljivosti celic in antioksidativnost ekstrakta 12 
2.8 KURKUMIN ZMANJŠA NEVROTOKSIČNOST Aβ PEPTIDA V 
TRANSGENEM MODELU Drosophilla 
12 
2.8.1 Ocenjevanje življenjske dobe in mobilnosti vinskih mušic 13 
2.8.2 Kvantifikacija Aβ peptida v možganih 13 
2.8.3 Vpliv kurkumina na agregacijo peptida Aβ in vitro 14 
4 ZAKLJUČKI 14 
5 VIRI 15 
 
 
KAZALO SLIK 
 
Slika 1:  Prikaz agregacije Aβ1-42  v Drosophila modelu pod vplivom kurkumina. ................. 13 
  
 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
α-sin  α-sinuklein 
Aβ  amiloid-β 
AB  Alzheimerjeva bolezen 
APP  amiloid prekurzor protein 
AChE  acetil-holinesteraza 
BTE  ekstrakt črnega čaja 
CFU  ang. colony-forming unit 
EOFI  ekstrakt Opuntia ficusindica 
EPP  ekstrakt Padina pavonica 
GBE  Gastrodia elata Blume 
iPSC  inducirane pluripotentne matične celice (ang. Induced pluripotent stem cells) 
MPTP  1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin 
MTT  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5.difeniltetrazolium bromid test 
NB  nevrodegenerativne bolezni 
NMDA N-metil-D-aspartat 
PB  Parkinsonova bolezen 
PSEN1 Presenilin 1 
p-FTAA pentamer formil tiofen ocetna kislina 
ROS  reaktivne kisikove zvrsti (ang. reactive oxygen species) 
SAC  S-alil cistein 
SOD1  superoksid dismutaza 1 
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1 UVOD 
Nevrodegenerativne bolezni (NB) predstavljajo velik problem v današnji družbi. Tveganje za 
nastanek bolezni je pogojeno s starostjo, tako je s staranjem svetovne populacije tudi vse večji 
pojav NB. Prizadenejo več milijonov ljudi po celem svetu. Sama bolezen se pojavi, ko živčna 
celica izgubi svojo funkcijo ter posledično propade. Največ oblik bolezni se pojavi 
sporadično, torej posamično, kar ni pogojeno z geni. V nekaterih primerih pa se bolezen 
deduje, vendar pa je izražanje bolezni močno odvisno od okolja. Nevrodegenerativne bolezni 
so zelo resne bolezni, ki močno vplivajo na kakovost življenja ter tudi skrajšajo pričakovano 
življenjsko dobo pacienta. Ti tudi postanejo odvisni od ljudi okoli sebe, saj zaradi okvar 
živčnega sistema težko skrbijo sami zase. Vzroki za nastanek bolezni so različni, niso pa vsi 
dokazani. Povečana koncentracija prostih radikalov v celici, okvare v mitohondriju oz. 
mitohondrijski DNA, okvare v šaperonih so le nekateri dejavniki. Najverjetnejši dejavnik pa 
je pojav prionov oz. proteinopatija, zaradi katere se razvijeta tudi najbolj pogosti NB, kot sta 
Alzheimerjeva in Parkinsonova bolezen. Proteinopatija je pojav proteinov, ki nimajo 
normalne strukture ter se lahko kopičijo v skupke. S tem onemogočajo normalno delovanje 
celic, tkiv ter organov. Ko so proteini v drugačni konformaciji, izgubijo svojo funkcijo ali pa 
celo postanejo toksični.  
1.1 NAMEN DELA 
Za tovrstne bolezni so na trenutno trgu zdravila in terapije, ki le omilijo simptome, ali pa 
upočasnijo napredek bolezni, ni pa mogočega zdravljenja, ki bi popolnoma regeneriral 
poškodovane predele možganov in ostalega živčevja. V ta namen se odkrivajo nova zdravila 
in terapije. Osrednji del diplomske naloge so raziskave, katerih namen je bil preveriti učinek 
različnih rastlinskih ekstraktov na modelne organizme za Alzheimerjevo in Parkinsonovo 
bolezen ter preveriti, ali rastlinski ekstrakti lahko direktno vplivajo na amiloidne fibrile, ki so 
toksične za živčne celice. 
2 PREGLED OBJAV        
2.1 NEVRODEGENERACIJA IN PROTEIONOPATIJA 
Nevrodegeneracijo si lahko dobesedno razlagamo kot patološko stanje, ki prizadene nevrone. 
V praksi NB predstavljajo skupino nevroloških motenj z raznovrstno klinično in patološko 
ekspresijo, ki prizadene specifično skupino nevronov. Glavni faktor tveganja za razvoj NB je 
starost. S staranjem svetovne populacije je pričakovano, da bo v sodobni družbi tudi vse več 
oseb, katere bodo prizadele NB. S tem se tudi veča potreba po razvoju novih zdravil in terapij 
za zdravljenje teh bolezni. Poznamo nekaj sto različnih NB, delimo pa jih lahko po glavnih 
kliničnih značilnostih, po topografiji glavne poškodbe ali pa po kombinaciji obeh. Bolezni, ki 
prizadenejo centralni živčni sistem, lahko razdelimo na bolezni možganske skorje, bazalnih 
Resnik M. Vloga rastlinskih ekstraktov pri tretiranju nevrodegenerativnih proteinopatij. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
2 
 
ganglijev, možganskega debla in hrbtenjače. V vsaki skupini lahko bolezni delimo naprej 
glede na njihove glavne klinične značilnosti. Na primer, bolezni, ki prizadenejo možgansko 
skorjo, delimo na demence ali pa na nedementne NB. Za bolezni, ki obsegajo bazalne 
ganglije, so značilni neobičajnimi gibi, ki jih delimo na hipokinetične in hiperkinetične. 
Hipokinetične motnje so prisotne pri Parkinsonovi bolezni, kjer se amplituda in hitrost gibov 
zmanjša, v skrajnih primerih gibi celo več ne obstajajo (Przedborski in sod., 2003). 
Do nevrodegenerativnih bolezni lahko pride zaradi različnih vzrokov, nekateri so celo 
neznani. Najpogostejši so disfunkcija mitohondrijev oz. mutacije v mitohondrijski DNA, 
oksidativni stres (Lin in Beal, 2006) ter prioni. Prioni so proteini, ki so pridobili alternativno 
konformacijo. Pri sesalcih se prioni reproducirajo tako, da zbirajo normalne celične prion 
proteine (PrPc) ter te  nato spodbujajo k spremembam v izoformo, ki povzroča bolezni (PrPSc). 
Polipeptidna veriga ostane enaka, razlika je le v tridimenzionalni strukturi (Prusiner, 2001). 
Transformacijo proteinov v prione običajno spremlja povečanje v številu β-plošč pri 
polipeptidni verigi in nagnjenost proteinov k agregaciji v oligomere. Pri sesalcih je bilo 
odkritih več kot ducat proteinov, ki postanejo prioni. Vse več je dokazov, da prioni 
povzročajo številne NB. Večina teh bolezni je sporadičnih, 10 do 20 % pa je dednih (Prusiner, 
2013). 
Po spremembi v konformaciji k patogenim prionom pri sesalcih lahko prištevamo PrP, 
amiloid-β (Aβ), tau, α-sinuklein (α-sin), superoksid dismutazo 1 (SOD1) ter po navadi se sem 
šteje tudi huntingtin. Vsi povzročajo določeno nevrodegenerativno bolezen. Patogeni prioni se 
eksponentno namnožijo. Ko so v obliki oligomerov, so toksični, prav tako pa se združijo v 
večje polimere, kot so amiloidne fibrile (Prusiner, 2013). Ti proteini se nahajajo v možganih 
in so povezani s patogenezo različnih NB, kot so Alzheimerjeva bolezen (AB), Lewy body 
demenca, multipla sistemska atrofija in frontalna temporalna demenca, Picksova bolezen, 
Parkinsonova bolezen (PB) z demenco (Mathis in sod., 2017). Poznamo še protein huntingtin, 
povezan s Huntingtonovo boleznijo (HB), ter prione, ki so povezani s Creutzfeldt-Jakobovo 
boleznijo in Lou Gehrigovo boleznijo ter pa s tauopatijami (Prusiner, 2013). 
Pri normalnih fizioloških pogojih v organizmu je produkcija, inkorporacija, razgradnja in 
odstranitev proteinov v homeostatskem ravnovesju. Različne bolezni lahko porušijo to 
ravnovesje in ovirajo normalne celične funkcije. Amiloidi predstavljajo skupino proteinov 
različnega celičnega izvora, velikosti, koncentracije in funkcije. Karakterizirani so glede na 
njihovo nagnjenost k samo-agregaciji v oligomere. Amiloidi so ekstracelularni proteini, v to 
skupino pa se  uvrščajo amiloidi-β. Tudi tau in α-sin se uvrščata med amiloide, čeprav sta 
intracelularna proteina, saj med apoptozo celice lahko oblikujeta ekstracelularne amiloide. 
Amilodno agregacijo v človeških tkivih je težko določiti, saj je strukture, ki nastajajo, težko 
zaznati s kristalografijo. V ta namen danes razvijajo nove metode za določanje le-teh (Mathis 
in sod., 2017).  
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2.2 DEDOVANE IN SPORADIČNE NEVRODEGENERATIVNE BOLEZNI 
Kljub temu, da se večina mutiranih proteinov, ki povzročajo družinske NB, izrazi že zgodaj v 
embriogenezi, se nevrološke disfunkcije pokažejo šele kasneje v življenju, običajno po nekaj 
desetletjih. To dokazuje, da se nekateri dogodki, ki so ključni za patogenezo, pojavijo šele s 
staranjem. Poznamo kar nekaj razlag, ki pojasnjujejo pozni pojav družinskih NB, vključno z 
mutacijami mitohondrijske DNA, ki so povezane s starostjo, oksidativne modifikacije DNA 
in proteinov, okvare proteasoma, poslabšana prirojena imunost, eksogeni toksini, kot so 
alkohol in droge, ateroskleroza, somatske mutacije, napake v šaperonih, spremembe v RNA in 
DNA, npr. povečane ponovitve segmentov v proteinih in nekodiranih regijah DNA. Vendar 
pa je malo dokazov, ki podpirajo te mehanizme. Najbolj verjetna razlaga za pozen pojav 
različnih NB je sprememba konformacije normalnih proteinov v prione. Število prionov mora 
naprej preseči prag, preden se razvije bolezen. Pod temi pogoji se začnejo prioni 
nekontrolirano širiti in posledično pride do nepravilnega delovanja v centralnem živčnem 
sistemu in celične smrti (Prusiner, 2013).  
Nevrodegenerativne bolezni se pojavijo sporadično, ko ni prisotnih mutacij ali okoljskih 
vzrokov, kot sta okužba ali toksin. Teh je kar 80 % od vseh bolezni. To razmerje velja za 
Creutz-feldt-Jakobovo bolezen, Alzheimerjevo bolezen, Parkinsonovo bolezen, tautopatije in 
amiotrofično lateralno sklerozo, ne pa tudi za Huntingtonovo bolezen, ki je vedno le 
podedovana. Prioni, ki povzročajo bolezni, so lahko nosilec trajne okužbe, ki se širi na 
sosednje celice ter tudi na druge dele možganov (Prusiner, 2013).  
2.3 NAJPOGOSTEJŠE OBLIKE PROTEINOPATIJ    
2.3.1 Huntingtonova bolezen in huntingtin 
Bolezen se deduje avtosomno dominantno in ima razločen fenotip, ki vključuje horeo in 
distonijo, ki sta motnji v gibu, motnje koordinacije, upad kognitivnih sposobnosti in 
vedenjske težave. Najpogosteje se bolezen izrazi v srednjih letih, vendar pa to ni pogojeno, 
saj se lahko izrazi že v otroštvu ali pa pri starih ljudeh. Bolezen nastane zaradi proteina 
huntingtin, ki se prepisuje z gena s povečanimi CAG ponovitvami, kar vodi do 
poliglutaminske verige različnih dolžin na N-terminalnem koncu. Dokazi kažejo, da ta rep 
deluje kot toksin (Walker, 2007). Mutiran huntingtin protein lahko formira agregate ter 
povzroči nevrodegeneracijo na specifičnih mestih v živčevju (Huang in sod., 1998). 
2.3.2 Tauopatije in tau prioni 
Tauopatije se največkrat pojavijo po štiridesetem letu kot psihiatrična bolezen. Tau lezije v 
čelnih režnjih lahko povzročijo vedenjske motnje, apatijo, depresijo in nespečnost. Kasneje se 
pojavijo tudi demenca, zloraba drog, alkoholizem in včasih samomor. Različni fenotipi 
tauopatije, vključno s progresivno supranuklearno paralizo, kortikobazalno degeneracijo in 
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Pickovo boleznijo, so lahko posledica tau prionov, ki povzročajo lezije v različnih nevronskih 
vezjih. Tako kot Aβ amiloidni plaki pri Alzheimerjevi bolezni, se tudi tau prioni širijo, 
verjetno transsinaptično od enega nevrona proti drugemu. Družinska oblika frontotemporalne 
demence je rezultat mutacije v MAPT genu, ki kodira tau protein. Družinska oblika se pojavi 
v 10 do 20 % primerov, večina oblik pa je sporadičnih, do katerih pride spontano s pojavom 
prionov (Prusiner, 2013).  
2.3.3 Alzheimerjeva bolezen in Aβ prioni 
Je progresivna nevrološka bolezen, katere posledica je ireverzibilna izguba nevronov v 
možganski skorji in hipokampusu (Nussbaum in sod., 2003). AB je najbolj pogost vzrok za 
pojav demence. Prva prepoznavna lastnost bolezni je nesposobnost za priklic dogodkov iz 
preteklosti, ko pa bolezen napreduje, ima bolnik probleme s pozornostjo, govorjenjem, 
prostorsko orientacijo in semantičnim spominom (Billings, 2005). Diagnozo se postavi po 
nevrološkem pregledu in po izključitvi ostalih možnih vzrokov za demenco oz. se opravi 
avtopsijo (Nussbaum in sod., 2003). Za bolezen so bile odkrite mutacije v APP genu ter v 
presenilnem genu 1 in 2, ki kodirata katalitsko podenoto γ-sekretaze. Mutacije povzročijo 
povišano koncentracijo Aβ peptida, ki je divjega tipa (Prusiner, 2013). Aβ nastane po cepitvi 
večjega prekurzorskega proteina, pri čem pa sodelujejo α-, β-, γ-sekretaze. γ-sekretaza je 
glavna za sintezo Aβ42, ki je 42 aminokislin dolg peptid, ki tvori toksične fibrile in se 
akumulira v senilne plake, kar je vzrok za izgubo nevronov in nastanek bolezni (Nussbaum in 
sod., 2003). Prav tako je bilo odkritih več kot ducat mutacij v Aβ peptidu, katerih večina 
povzroča AB. 10 do 20 % primerov AB je dedovanih avtosomno dominantno (Prusiner, 
2013). Zdravljenje bolezni je možno z inhibitorji acetil-holinesteraz (AChE), ki učinkujejo na 
kognitivne, funkcionalne in vedenjske simptome, z memantinom, ki blokira N-metil-D-
aspartat (NMDA) kanal, ki se pojavi v napredovani AB ter z inhibitorji holinesteraz (Scarpini 
in sod., 2003).  
2.3.4 Parkinsonova bolezen in α-sin prioni 
Parkinsonova bolezen je druga najpogostejša nevrodegenerativna motnja za Alzheimerjevo. 
Določimo jo klinično s parkinsonizmom, ki povzroča tremor, počasnost, togost in motnje 
ravnotežja. Drug način določanja je patološki z izgubo nevronov (Nussbaum in sod., 2003). 
Pri pacientih s PB so bili odkriti Lewyjeva telesca, ki so pokrita s fibrilami, sestavljena iz 
proteina α-sin. Genetska povezava mutacije A53T v genu α-sin je privedla do identifikacije 
fibril v Lewyjevih telesih, ki pa nastajajo pri dednih in sporadičnih oblikah PB. Pri bolnikih 
so bile v preteklosti opažene duplikacije in triplikacije gena α-sin (Prusiner, 2013). Vendar so 
te mutacije redke, saj se bolezen pogosteje pojavlja sporadično (Nussbaum in sod., 2003). Za 
bolezen ni zdravila, obstajajo pa terapije, ki zmanjšajo simptome (Broadstock in sod., 2014). 
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2.4 MODELNI ORGANIZMI ZA PREUČEVANJE NEVRODEGENERATIVNIH  
      BOLEZNI 
2.4.1 Mus musculus 
So najbolj pogost model, saj imajo človeku podobno fiziologijo in anatomijo možganov. 
Modelne miške se uporablja predvsem za raziskovanje mehanizma bolezni in odkrivanja 
novih zdravil. Sporadične pojave NB je težko razumeti, medtem ko pa se družinske oblike 
pojavijo zaradi genetskih mutacij in jih je možno posnemati v živalskih modelih. Da je 
gensko spremenjena miška lahko model za bolezen, mora doseči določene pogoje. Prvi pogoj 
je, da mora bolezen biti fenotipsko podobna med miško in človekom. Drugi pogoj je, da mora 
vzrok za nastanek bolezni posnemati tega, ki je pri človeku ter tretji pogoj pravi, da mora 
zdravljenje ublažiti simptome pri miškah in človeku. Seveda pa mora model najprej 
izpolnjevati prva dva pogoja, preden se začnejo raziskave terapevtikov na modelnih živalih 
(Suresh in sod., 2017).  
Modelne miške za Parksinsonovo bolezen imajo transgeno izražanje genov, kot so α-
Sinuklein, Parkin, Pinkl in Park7. Transgene miši, ki izražajo protein α-sin, imajo z leti 
progresivne motnje v gibu, kar je povezano z izgubo nevronov. Vendar pa nimajo vsi 
transgeni tako signifikantno izgubo nevronov. Za Huntingtonovo bolezen poznamo dva tipa 
modelnih mišk. Pri transgenih miškah je mutiran gen ali del tega naključno vstavljen v 
genom. Z genoma se nato prepisujeta mutiran gen in pa normalen huntingtin. Pri »knock-in« 
miškah pa je mutiran gen vnesen v mišji Huntington gen, s čimer nastane homozigot ali pa 
heterozigot za mutacijo. Za vse modele za HB so značilni agregati, izguba nevronov in pa 
motnje v koordinaciji gibov. Za Alzheimerjevo bolezen poznamo okoli 130 različnih 
živalskih modelov. Pri njih so uporabljene različne variacije mutacij, na primer enojna, 
dvojna ali trojna mutacija. Mutacije se nahajajo v genu za amiloid prekurzor protein (APP) ali 
genu za Presenilin 1 (PSEN1) protein ali pa v obeh. Iz APP s proteolizo nastane amiloid-β, pri 
tem pa mu pomaga PSEN1, ki je del kompleksa γ-sekretaza. Pri transgenih modelih pride do 
nastanka senilnih plakov in nevrofibrilarnih vozlov v živčnih celicah. Modeli imajo zato 
veliko izgubo sinaps, kasneje pa jim odmrejo nevroni (Suresh in sod., 2017).  
2.4.2 Drosophila melanogaster 
Je večcelični evkariont, ki lahko izraža NB tako histološko kot vedenjsko. Ti modeli 
prekomerno izražajo toksične proteine, kot so α-sin pri PB, poliglutaminske ponovitve pri HB 
ter amiloid-β in tau proteine pri AB. Prednosti pri vinskih mušicah so to, da imajo kratek 
generacijski čas, so večcelične, njihov genom je poznan ter imajo tkivno specifično izražanje. 
Modelne vinske mušice lahko prikažejo mehanizme nevrodegeneracije, zato so tudi dober 
model za razumevanje NB (Suresh in sod., 2017).  
 
Resnik M. Vloga rastlinskih ekstraktov pri tretiranju nevrodegenerativnih proteinopatij. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
6 
 
2.4.3 Caenorhabditis elegans 
Je široko uporabljen model za raziskavo nevrodegeneracije. Prednosti so to, da sta njihov 
genom in fiziologija živčevje poznana ter imajo kratek generacijski čas. Modeli izražajo 
toksične agregate proteinov, kot so Aβ, α-sin, TDP43 in poliglutaminske ponovitve. Ti se 
lahko izražajo v celotnem organizmu ali pa le v določenih tkivih. V modelu se oblikujejo 
vidni agregati, prav tako pa se izrazi vedenjski fenotip kot na primer paraliza. C. elegans ima 
tudi tipične simptome pri staranju, zaradi česar je uporabna za raziskavo interakcije med 
metabolizmom, staranjem in nevrodegeneracijo (Suresh in sod., 2017).  
2.4.4 Saccharomyces cerevisiae 
Je preprost organizem, ki pa je zelo uporaben za raziskavo mehanizmov nastanka toksičnih 
proteinov na celičnem nivoju. Model oponaša toksičnost proteinskih agregatov kot je to pri 
nevronih, saj so ključne celične značilnosti in poti ohranjene med organizmi. Prednosti pri 
kvasovkah so to, da imajo kratek generacijski čas, genom je dobro poznan in so dovzetne za 
gensko manipulacijo. Prav tako imajo okoli 3500 genov, ki so homologi človeškim genom. 
Slabost kvasovk pa je, da niso večcelični organizem in ne morejo posnemati kompleksnosti 
živčnega sistema (Suresh in sod., 2017).  
2.4.5 Inducirane pluripotentne matične celice (iPSC) 
Tehnologija omogoča doseganje specifičnega človeškega celičnega tipa za določeno bolezen, 
direktno iz pacientovega fibroblasta. Tehnika CRISPR-Cas9 je omogočila pridobivanje 
nevronov, ki izvirajo iz iPSC in s tem boljše razumevanje patogeneze NB. Tehnologija ima 
tudi slabosti, saj je časovno zelo zamudna, vendar pa je uporabna za potrditev rezultatov, ki so 
pridobljeni iz predhodnih raziskav na nečloveških modelih (Suresh in sod., 2017). 
V nadaljevanju diplomske naloge so bolj podrobno opisane raziskave na kvasovki, vinski 
mušici ter celični liniji nevroblastoma, kjer so preučevali, kakšen učinek imajo rastlinski 
ekstrakti na proteinopatije pri Alzheimerjevi  in Parkinsonovi bolezni.  
2.5 POTENCIALNI RASTLINSKI EKSTRAKTI ZA TRETIRANJE 
      NEVRODEGENERATIVNIH BOLEZNI 
Nedavno je bilo raziskanih večje število zdravilnih rastlin zaradi njihovih terapevtskih 
značilnosti. Njihovi ekstrakti oz. spojine iz ekstraktov so lahko alternativa za zdravljenje NB. 
To je mogoče predvsem zaradi prisotnosti polifenolov, alkaloidov in terpenov, ki jih rastline 
sintetizirajo med sekundarnim metabolizmom. Polifenoli so antioksidanti, ki lahko inhibirajo 
aktivnost intracelularnih kinaz, se vežejo na površinske receptorje in spremenijo funkcijo 
celičnih membran ter s tem zmanjšajo patologije, ki so povezane z vnetji. Odkriti pa so bili 
tudi nevroprotektivni  učinki, ki so povezani z mediatorji signalnih poti, spremembami v 
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encimih za prenos signalov med nevroni, z inhibicijo nevrotoksičnosti ter z 
antiamiloidogenimi in protivnetnimi učinki (Perez-Hernandez in sod., 2016). Kot že rečeno je 
agregacija proteinov običajna pri NB. Te pa se pojavijo tudi zaradi neravnovesja v redoks 
stanju in kroničnega vnetja, ki povzročata poškodbe celic in celično smrt. Rastlinski ekstrakti 
so kandidati za terapevtike, saj imajo antioksidativne, protivnetne značilnosti in druge 
kemijske značilnosti, kot na primer, lahko direktno vežejo proste radikale. Primarno jih 
vežejo polifenoli in alkaloidi, saj imajo fenol hidroksilne in dušikove skupine, ki so donor 
elektronov. Polifenoli in alkaloidi reagirajo z reaktivnimi kisikovimi zvrstmi (ang. reactive 
oxygen species, ROS)  kot so superoksidni anion, peroksilni in hidroksilni radikal, dušikov 
oksid, dušikov dioksid, peroksinitrit in singletni kisik . Druga značilnost mnogih polifenolov 
je, da tvorijo kelate z železovimi kationi zaradi hidrofilnih skupin ter s fenolnimi skupinami 
inhibirajo ROS. Nekatere spojine v rastlinskih ekstraktih lahko tudi spreminjajo encime, ki so 
povezani z oksidativnim stresom. Spojine »inducirajo« oz. »utišajo« določene signalne 
molekule ter s tem preprečijo nenormalne celične delitve in rast (Perez-Hernandez in sod., 
2016).  
Flavonoidi, ki spadajo med polifenolne spojine, zmanjšajo tveganje za razvoj NB. Vuong in 
sod. (2010) so dokazali, da je brusnični sok, ki so ga dodali kulturam nevronov, povečal 
aktivnost antioksidativnih encimov, kot sta katalaza in superoksid dismutaza ter tako zaščitil 
nevrone pred celično smrtjo, ki jo inducira vodikov peroksid. Asadi in sod. so leta 2010 
izvedli študijo z dvema ekstraktoma rastlin Salvia hydrangea in Salvia macilenta, ki imata 
antioksidativne lastnosti ter lahko inhibirata proste radikale, ki poškodujejo DNA. To so 
preverili na PC12 celični liniji, ki izvira iz podganje nadledvične žleze in je bila diferencirana 
z nevralnim rastnim faktorjem. Ugotovili so, da ekstrakta nista citotoksična ter ščitita celice 
pred smrtjo, ki jo inducira peroksid (Asadi in sod., 2010).  
2.5.1 Potencialne naravne spojine za zdravljenje Alzheimerjeve bolezni 
Za Alzheimerjevo bolezen je značilna izguba spomina zaradi izgube nevronov. Nevroni 
odmrejo pod vplivom oksidativnega stresa, vnetja in nabiranja nenormalnih proteinov. 
Potencialne zdravilne rastline izboljšajo stanje bolezni s preprečevanjem agregacije proteinov, 
oksidativnega stresa, s spremembo v AChE aktivnosti in z vnetnim odzivom (Perez-
Hernandez in sod., 2016). Kriptotansinon je spojina v rastlini Salvia miltiorrhiza, ki ima 
protivnetne, antioksidativne in antiapoptozne značilnosti. Spojina je v raziskavi (Kim in sod., 
2007) zmanjšala kognitivne motnje pri samcih mišk. Spojina kriptotansinon je pri APP/PS1 
transgenih miškah spodbudila sintezo amiloid prekurzorja preko α-sekretaze metabolne poti, 
namesto preko γ-sekretaze in s tem zmanjšala nastanek Aβ, ki je bolj dovzeten za agregacijo 
(Mei in sod., 2009). Podobno deluje tudi silimarin, ki pa direktno blokira agregacijo 
amiloidov. Nobiletin, ki je flavonoid iz rastline Citrus depressa, preprečuje izgubo spomina 
pri APP695 transgenih miškah in podganah. Spojina zmanjša količino Aβ plakov v 
hipokampusu, najverjetneje z zmanjšano inhibicijo protein kinaze A in cAMP v signalnih 
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poteh celice (Nagase in sod., 2005). Druge spojine, ki preprečujejo agregacijo Aβ z inhibicijo 
signalnih poti, preko katerih nastanejo Aβ plaki, so berberin, epiberberin, palmatin, koptizin, 
groenlandicin in magnoflorin. Spojine in ekstrakti, ki inhibirajo AChE in s tem zmanjšajo 
izgubo spomina, so ekstrakt iz rastline Cassia obtusifolia, metoksalen iz Poncirus trifoliata in 
ekstrakt iz Bacopa monnieri (Perez-Hernandez in sod., 2016). Sanmjuanhwan (Sjh) je 
mešanica zelišč Morus alba, Lycium chinense in Atractylodes japonica. Sjh poveča izražanje 
proteinov proti apoptozi, kot je Bcl-2 in zmanjša izločanje citokroma c in aktivacijo kaspaze-
3. Antioksidativni učinek S-alil cisteina (SAC), ki je aminokislina v česnu, so testirali na 
Aβ25-35 transgeni podgani. Aminokislina je vezala ROS in vivo (Perez-Severiano in sod., 
2004). Prav tako je pri modelnih miših za demenco SAC zmanjšal ekspresijo p53 in obnovil 
ekspresijo Bcl-2 proteina, s čimer se je zmanjšala fragmentacija DNA (Javed in sod., 2011). 
Bolniki z AB imajo pomanjkanje acetilholina, ki je pomembni nevrotransmiter in ima 
pomembno vlogo za kognitivne funkcije in razumevanje. Zdravilne rastline, ki inhibirajo 
AChE, npr. nekatere vsebujejo COX-2, ki je naravni inhibitor, so zelo uporabne za 
zdravljenje AB. Acorus calamus L., Baopa monniera Wettst., Bertholettia excelsa je le nekaj 
od teh zdravilnih rastlin (Hassan in sod., 2014). Tudi v raziskavi, o kateri so poročali Conforti 
in sod. (2009), omenjajo ekstrakt rastline Iris pseudopumila, ki ima antoksidativne lastnosti 
ter lahko preprečuje nastanek prostih radikalov, ki je lahko eden od vzrokov za nastanek AB 
(Briffa in sod., 2016). 
2.5.2 Potencialne naravne spojine za zdravljenje Parkinsonove bolezni 
PB je motnja v gibu, za katero je značilna izguba nevronov, ki sintetizirajo dopamin, v 
bazalnih ganglijih. Do odmrtja nevronov pride zaradi oksidativnega stresa, vnetja in motnje v 
mitohondriju (Perez-Hernandez in sod., 2016). Ekinozid, spojina v rastlini Cistanche salsa, 
zmanjša toksičnost v modelnih organizmih, vzdržuje raven dopamina, zmanjša celično smrt 
ter zmanjša izločanje encima tirozin hidroksilaza in aktivacijo kaspaze-3 in kaspaze-8, s čimer 
preprečuje izgubo nevronov (Geng in sod., 2007). Podobno je silimarin deloval pri modelnih 
miškah, saj je prav tako ohranil raven dopamina v živčnih celicah in zmanjšal število celic v 
apoptozi (Perez-H in sod., 2014). Pri modelnem organizmu za PB, ki so ga dobili z 
dodajanjem 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) je SAC preprečil peroksidacijo 
lipidov in motnjo v mitohondriju (Garcia in sod., 2008). SAC lahko zavaruje nevrone pred 
poškodbami z antioksidativnim delovanjem in z regulacijo oksidativnih encimov (Garcia in 
sod., 2014). Flavonoid liteolin lahko inhibira akivacijo mikroglie pri SH-SY5Y celicah, jih 
zavaruje pred oksidativnim stresom in inhibira produkcijo TNFα, dušikovega oksida in 
superoksida v primarnih možganskih kulturah (Chen in sod., 2008). Še nekaj spojin in 
ekstraktov, ki so pozitivno učinkovali v primarnih celičnih kulturah s svojo 
antioksidativnostjo in preprečevanjem celične smrti, so spojina pedikularosid A iz rastline 
Buddleja lindleyana in ekstrakta iz rastlin Uncaria rhynchophylla 
in Myracrodruon urundeuva (Perez-Hernandez in sod., 2016). Izoflavoni daidzin, daidzein in 
genistein iz rastline Pueraria thomsonii lahko zaščitijo PC12 celice pred celično smrtjo z 
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inhibicijo aktivacije kaspaze-3 (Lin in sod., 2010). Mešanica zelišč Toki To dobro učinkuje 
proti PB, saj preprečuje izgubo nevronov in spodbuja izražanje transporterjev tirozin 
hidroksilaza in dopamin v miših, ki jim je bil dodan MPTP (Sakai in sod., 2007). Semena 
rastline Psoralea corylifolia so prav tako že dolgo v uporabi v kitajski medicini za zdravljenje 
staranja živčnega sistema in demence. Uporabili pa so jih tudi za preprečevanje izgube 
nevronov v modelnih miškah z inhibicijo monoaminskega transporterja (Zhao in sod., 2008, 
Zhao in sod., 2009).  
2.6  RASTLINSKA  EKSTRAKTA IZ OPUNCIJE IN RJAVE ALGE BLAŽITA 
       NEVRODEGENERATIVNE PROTEINOPATIJE V CELIČNIH IN ŽIVALSKIH    
       MODELIH 
V raziskavi (Briffa in sod., 2016) so uporabili ekstrakta dveh mediteranskih rastlin, opuncijo 
(Opuntia ficusindica) – EOFI in rjavo algo (Padina pavonica) – EPP za zmanjšanje 
nevrodegenerativnega fenotipa za Alzheimerjevo in Parkinsonovo bolezen v kvasovki 
Saccharomyces cerevisiae in vinski mušici Drosophila melanogaster. V transformirani 
kvasovki S. cerevisiae so se izločali Aβ peptidi (Treusch in sod., 2011). E22G mutacija na 
genu za družinsko dedovano obliko AB (ang. Arctic mutant), povzroči povečano izražanje in 
agregacijo Aβ peptida, zato je ta bolj škodljiv, kot pa divji tip Aβ (D'Angelo in sod., 2013). 
Vinska mušica D. melanogaster je imela za bolezen AB transgeno izločanje Aβ42 peptida 
(Crowther in sod., 2005), model za PB pa je izražal α-sin protein (Feany in Bender, 2000; 
Crowther in sod., 2005). Za opuncijo že dolgo velja, da ima antioksidativne lastnosti, ekstrakt 
iz kože sadeža pa spodbuja sintezo proteinov toplotnega šoka pri različnih organizmih (Sung 
in sod., 2012; Boerrigter in sod., 2014; Parker in sod., 2014). Za ekstrakt iz Padina pavonica 
pa je bilo že prej dokazano, da ščiti miške pred poškodbami jeter in črevesja z antioksidativno 
in protivnetno aktivnostjo (Mahmoud in sod., 2015; Abdella in sod., 2016). V tej študiji so 
testirali nevroprotektivne lastnosti ekstraktov EOPI in EPP in vivo ter in vitro z analizo 
permeabilnosti liposomov pod vplivom Aβ in α-sin agregatov ter s preučevanjem direktnega 
vpliva ekstraktov na agregate (Briffa in sod., 2016).  
2.6.1 Viabilnost kvasovk 
Sev S. cerevisiae BY4742 je bil transformiran s plazmidom, na katerem je bil konstrukt za 
Aβ42 z mutacijo E22G. (D'Angelo in sod., 2013). Gojišča, na katerem so gojili kvasovke, so 
vsebovala EPP ali EOFI. Za oceno viabilnosti so določili število kolonij (ang. colony-forming 
units, CFU) in izračunali odstotek viabilnosti. Ugotovili so, da EOFI ni imel učinka ob petem 
dnevu inkubacije, vendar pa se je viabilnost transformiranih kvasovk kasneje izboljšala glede 
na netransformirane kvasovke v kontrolnem poskusu. Pri EPP se je viabilnost izboljšala v 
vseh dnevih merjenja, največje izboljšanje pa je bilo na peti dan inkubacije. Čeprav ekstrakta 
delujeta z različno dinamiko, imata oba potencial za inhibicijo citotoksičnosti, inducirane z  
Aβ peptidi in vivo (Briffa in sod., 2016).  
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2.6.2 Življenjska doba in aktivnost plezanja vinskih mušic 
Vinske mušice so se razvile na standardnem gojišču v vialah z dodanim EPP ali EOFI. Vsak 
drugi ali tretji dan so prešteli mušice, ki so preživele in izračunali odstotek preživetja. 
Aktivnost plezanja odraslih vinskih mušic so merili vsak teden, tako da so posebej šteli vinske 
mušice na vrhu in na dnu viale. Iz povprečij ponovljenih poskusov so izračunali indeks 
zmogljivosti. Za EOFI niso opazili učinka pri modelnih vinskih mušicah za pozno razvito AB. 
Vinske mušice, ki so bile na gojišču z dodanim EPP, so imele daljšo življenjsko dobo v 
primerjavi s kontrolami, vendar rezultati niso bili statistično značilni. Dodatek EOFI ekstrakta 
je imel velik vpliv na življenjsko dobo vinskih mušic, ki so izražale Aβ42 (ang. Arctic Aβ42) 
in so modelni organizem za zgodnjo obliko AB. Tretiranje z EOFI je pri vinskih mušicah z 
zgodnjo obliko AB izboljšalo sposobnost plezanja v odrasli dobi. EPP je prav tako imel 
precejšne posledice na mobilnost, kar se je pokazalo v boljši zmogljivosti v poznejši odrasli 
dobi pri vinskih mušicah s pozno razvito AB. Torej imata oba ekstrakta zmožnost 
nevrodegenerativnega supresorja pri transgenih Drosophila modelih za AB. Na divjem tipu pa 
ekstrakta ne delujeta in ne podaljšata njihove življenjske dobe. Ekstrakte so testirali tudi na 
modelu vinske mušice za PB, ki temelji na izražanju humanega α-sin. Preživetje mušic s PB, 
ki so jim v gojišče dodali EOFI ali EPP, se je izboljšalo v primerjavi s kontrolnimi poskusi. 
Oba ekstrakta sta zmožna podaljšati povprečno življenjsko dobo mušic s PB za 1 dan (Briffa 
in sod., 2016).  
2.6.3 Vpliv ekstraktov na agregate  proteinov  
V raziskavi (Briffa in sod., 2016) so se spraševali, kako EPP in EOFI delujeta na agregate Aβ 
peptida in α-sin proteina in vitro. To so preverili z analizo permeabilnosti liposomov, saj je za 
agregate značilno, da prekinejo celične membrane. Pri analizi permeabilnosti liposomov so 
uporabili fluorescentno barvilo, ki je bilo enkapsulirano v liposome. Prekinitev membrane 
liposomov v prisotnosti Aβ42 in α-sin agregatov so zaznali s povečanjem intenzivnosti 
fluorescence. Ekstrakta sama po sebi nista imela učinka na destabilizacijo liposomske 
membrane. V primeru Aβ42 sta ekstrakta destabilizirala toksičnost oligomerov. V primerjavi 
z ekstraktom črnega čaja (ang. black tea extract, BTE), ki je bil pozitivna kontrola, sta imela 
EOFI in EPP blag do zmeren učinek. V primeru α-sin sta oba ekstrakta ovirala interakcijo z 
membrano, učinek pa je primerljiv z BTE. Ta odkritja podpirajo hipoteze, da je izboljšanje 
bolezni odvisno od zmanjšanja toksičnosti prefibrilarnih agregatov (Briffa in sod., 2016). 
Nato so preverili še direktni vpliv ekstraktov na agregate. V ta namen so Aβ42 in α-sin 
agregate najprej izpostavili EPP in EOFI ter nato vzorce ločili z elektroforezo in naredili 
western prenos. Na membrani so opazili elektroforetske črte agregatov v prisotnosti ali 
odsotnosti ekstraktov. EOFI in EPP sta povrnila  Aβ42 peptid v prvotno stanje, saj se je 
povečala intenziteta črte Aβ monomera in zmanjšala intenziteta črta oligomera v primerjavi z 
vzorci v odsotnosti ekstraktov. Nato so testirali višjo koncentracijo EOFI in EPP, ki pri EOFI 
ni podala boljšega rezultata, pri EPP pa je črta Aβ protofibril, ki nastanejo iz agregatov, 
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popolnoma izginila. Pri α-sin sta EOFI in EPP zmanjšala količino agregatov. Povečala se je 
vsebnost monomerov in oligomerov z nizko molekulsko maso, vsebnost oligomerov z visoko 
molekulsko maso pa se je znižala. Na koncu so še primerjali rezultate EOFI in EPP z BTE. 
Pri enaki koncentraciji vseh treh ekstraktov so ugotovili, da ima BTE slabši vpliv na agregate. 
Te študije kažejo, da imata EOFI in EPP direktni učinek pri zmanjšanju deleža agregatov 
Aβ42 in α-sin (Briffa in sod., 2016). 
Ekstrakta sta ublažila nevrodegenerativni fenotip v celičnem in živalskem modelu za AB in 
PB. Rezultate lahko delno pojasnimo z antiamiloidogenim potencialom obeh ekstraktov, 
zaradi katerega ekstrakti ovirajo agregate pri prekinjanjanju celične membrane živčnih celic. 
Aktivnost EPP je posledica molekule C28H44O2, katere oblika spominja na 17-β oestradiol, 
čeprav sama ni steroid (Cassar in sod., 2013). EOFI ima aktivnost zaradi molekule C29H49O2, 
katere struktura še ni znana (Baluci, 2005, cit. po Briffa in sod., 2016). Poleg tega je možno, 
da so manjše molekule, posamezno ali v sinergiji, lahko odgovorne za nevroprotektivno 
aktivnost ekstraktov. Blažilni učinek obeh ekstraktov je povezan z genotipom, ki določa 
resnost bolezni pri modelnem organizmu. EPP ima najmočnejši vpliv na mušice s pozno 
razvito AB. Poleg tega je EPP vplival na bolezen šele v poznejši odrasli dobi. Ti rezultati 
nakazujejo na to, da ima EPP slabo biorazpoložljivost. Pri EOFI so učinek zaznali le pri 
modelih z zgodnje razvito AB, zato so v raziskavi domnevali, da ima EOFI dobro 
biorazpoložljivost (Briffa in sod., 2016). Delovanje nevronov je močno odvisno od ohranjanja 
integritete membrane. Motnja v organelnih ali celičnih membranah je glavni prepoznavni 
patofiziološki vzrok pri AB in PB (Butterfield in sod., 2010; Forloni in sod., 2016; Ghio in 
sod., 2016). Oba ekstrakta sta preprečila agregacijo Aβ42 in α-sin v fibrilarne oblike. Tako so 
agregati, ki so bili inkubirani z ekstraktom, membranam bili manj škodljivi, saj sta ekstrakta 
preusmerila amiloidogene polipeptide v netoksične oligomerne strukture. Mehanizem, ki to 
omogoča, je bil odkrit že pri nekaterih drugih spojinah (Ono in sod., 2012; Ardah in sod., 
2014), kot so fenolne spojine v zelenem čaju - (-)-epigalokatehin galat (Erhnhoefer in sod., 
2008; Bieschke in sod., 2010) in teaflavini, ki so skupina katehinskih polimerov v BTE 
(Grelle in sod., 2011).  
2.7 Gastrodia elata BLUME ŠČITI CELICE PRED Aβ PEPTIDI 
Človeški amiloid-β peptidi so dokazano toksični za nevronske celične linije in v primarnih 
kulturah nevronalnega izvora (Pike in sod., 1993; Zhang in sod., 1994; Pappola in sod., 1997). 
V raziskavi so preučevali nevroprotektivni učinek rastlinskega ekstrakta. Zanimalo jih je, ali 
ekstrakt zmanjša celično smrt IMR-32 celic, ki je človeška celična linija iz nevroblastoma, v 
kateri se izražajo Aβ peptidi. Gastrodia elata Blume (GEB) je tradicionalna rastlina, ki so jo 
že stoletja uporabljali v orientalskih državah (Huh, 1981, cit. po Kim in sod., 2003). Je 
analgetik in pomirjevalo proti vrtoglavici, hipertenziji, splošni paralizi in tetanusu. Odkrili so, 
da spojine, ki jih najdemo v GEB, zavirajo z glutamatom inducirano apoptozo živčnih celic 
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(Lee in sod., 1999). V raziskavi poročajo o spojinah iz etil eter frakcije, ki je bila ena od petih 
frakcij ekstrakta (Kim in sod., 2003). 
2.7.1 Določanje umrljivosti celic in antioksidativnosti ekstrakta 
Da so določili umrljivost celic so uporabili MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid), kjer so merili optično gostoto celic. Ta je pokazala da, je Aβ 
peptid induciral celično smrt. GEB etiletrska frakcija je  imela pozitivni učinek pri zmanjšanju 
celične smrti zaradi Aβ peptida. Spojine v frakciji so dokazano nevroprotektivne proti celični 
smrti IMR-32 celic nevroblastoma (Kim in sod., 2003).  
Za test antioksidativosti ekstrakta so uporabili metodo oksidacije 2-deoksiriboze (ang. 2-
deoxyribose oxidation method) (Chung in sod., 1997). Antioksidativno aktivnost GEB so 
preverili zaradi prejšnjih raziskav, ki so pokazale, da lahko ROS povzročijo celično smrt 
nevronov (Pike in sod., 1993; Pappola in sod., 1997). Etiletrska frakcija je pokazala močno 
aktivnost lovljenja hidroksilnih radikalov.  
GEB ima zaščitno aktivnost proti Aβ peptidu, kot tudi aktivnost lovljenja hidroksilnih 
radikalov. V prejšnji raziskavi (Yong in sod., 1999) je že bilo poročano, da imajo p-hidroksi 
benzaldehid in 4-hidroksi-3-metoksi benzaldehid iz ekstraktov GEB antikonvulzivno 
aktivnost, kar je uporabno predvsem pri zdravljenju epilepsije. V raziskavi so dodatno 
analizirali etil eter frakcijo s tekočinsko kromatografijo, ki je pokazala, da frakcija vsebuje b-
hidroksi benzaldehid. Preiskovanje nevroprotektivnih učinkov te glavne sestavine in drugih 
derivatov benzaldehida v celični smrti, ki jo povzroča Aβ peptid, in vitro in in vivo, bi lahko 
dalo vpogled v nove terapevtske strategije za AB in druge NB (Kim in sod., 2003).   
2.8  KURKUMIN ZMANJŠA NEVROTOKSIČNOST Aβ PEPTIDA V TRANSGENEM 
       MODELU Drosophila 
Izražanje različnih človeških proteinov, ki so povezani z AB, npr. Aβ peptid in tau protein, v 
vinski mušici Drosophila povzroči številne histološke značilnosti bolezni, ki jih opazimo pri 
ljudeh (Bilen in Bonini, 2005). Že več let je kurkumin kandidat za zdravilo, ki ga dobijo kot 
izvleček iz rastline kurkuma. Raziskave in vivo in in vitro so pokazale, da kurkumin inhibira 
nastajanje Aβ oligomerov (Yang in sod., 2005). Testirali so ga tudi na ljudeh za zdravljenje 
AB. Študije so pokazale, da pospešuje nastajanje Aβ fibril, kar pa je negativni učinek 
ekstrakta (Hamaguchi in sod., 2009). Na sliki 1 je prikazan ta negativni učinek kurkumina. 
Kurkumin je tudi močno vezivo amiloidov, zaradi česar je kandidat za histološko barvanje v 
patologiji (Yang in sod., 2005; Ryu in sod., 2006; Garcia-Alloza in sod., 2007). Trenutne 
strategije za razvoj zdravila vključujejo razvoj analogov s podobno biološko aktivnostjo kot 
kurkumin, vendar z boljšimi farmakokinetičnimi značilnostmi (Anand in sod., 2008).  
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Slika 1:  Prikaz agregacije Aβ1-42  v Drosophila modelu pod vplivom kurkumina. Fibrile nastanejo tako, da 
najprej poteče agregacija topnega Aβ monomera v Aβ oligomere (korak 1), ti pa nato zorijo v amiloidne fibrile 
(korak 2). Ob mutaciji gena za amiloid se poveča koncentracija oligomera, v prisotnosti kurkumina pa se poveča 
agregacija v amiloidne fobrile (Caesar in sod., 2012).  
2.8.1 Ocenjevanje življenjske dobe in mobilnosti vinskih mušic  
V raziskavi (Caesar in sod., 2012) so uporabili štiri različne transgene modele, ki so izražali 
Aβ peptid  ter eno Drosophila linijo, ki je izražala humani tau protein Mušice so gojili na 
standardnem gojišču v vialah z dodatkom kurkumina. Ocenili so življenjsko dobo s štetjem 
preživelih mušic. Najprej so preverili različne koncentracije kurkumina na kontrolnih mušicah 
in ugotovili, da so vse koncentracije povzročile krajšo življenjsko dobo, kar je bilo v 
odvisnosti s koncentracijo kurkumina. Mušice, ki so izražale Aβ1-40, so prav tako pokazale 
krajšo življenjsko dobo, vendar so na to vplivale šele visoke koncentracije. Mušicam, ki so 
imele vstavljeno eno kopijo gena za Aβ1-42 peptid, se je življenjska doba podaljšala pri nizkih 
in srednjih koncentracijah kurkumina, mušice z dvema kopijama pa so pokazale podobne 
rezultate. Pri mušicah, ki so izražale Aβ1-42 E22G, so pozitivno učinkovale vse koncentracije 
kurkumina, pri mušicah z izraženimi tau proteini pa so visoke koncentracije imele toksičen 
učinek. Merili so tudi mobilnost oz. aktivnost mušic. Kontrolne mušice so pokazale slabšo 
aktivnost po tretiranju, ta pa se je slabšala s starostjo. Mušicam, ki so izražale Aβ1-40 se 
aktivnost ni izboljšala. Mušice z eno in dvema kopijama Aβ1-42 so pokazale večjo aktivnost po 
tretiranju, učinek kurkumina pa je bil vse slabši s starostjo. Mušicam, ki so izražale Aβ1-42 
E22G, se je močno poslabšala mobilnost do petega dneva, nato pa se je na peti dan spet dvignila 
in ohranila do desetega dne merjenja. Mušice, ki so izražale tau protein, so pokazale najboljšo 
aktivnost po tretiranju, ki se je tudi ohranila s starostjo (Caesar in sod., 2012). 
2.8.2 Kvantifikacija Aβ peptida v možganih 
Koncentracija Aβ peptida je glavni faktor, ki določa stopnjo agregacije in verjetno vpliva tudi 
na konformacijo peptida v agregatu. Učinek kurkumina na stopnjo Aβ akumulacije so določili 
z imuno testom, kjer so merili koncentracijo topnega in netopnega Aβ peptida v možganih 
mušic. Pričakovano je bilo, da so pri kontrolnih mušicah zabeležili nizek signal za Aβ peptid, 
ne glede na to, ali so bile tretirane s kurkuminom ali ne. Pri modelnih mušicah za AB se 
koncentracija Aβ ni signifikantno spremenila po tretiranju s kurkuminom. Poleg tega se 
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frakcija topnega Aβ peptida z zdravljenjem ni spremenila. V raziskavi so zaključili, da 
kurkumin ne vpliva na odlaganje Aβ peptidov (Caesar in sod., 2012). 
2.8.3 Vpliv kurkumina na agregacijo Aβ peptida in vitro 
V raziskavi so preučili učinek kurkumina na molekularno agregacijo Aβ1-42 peptida. Za 
testiranje vzorcev so uporabili western prenos. Rezultati so prikazali, da so tudi najnižje 
koncentracije kurkumina povzročile povečano količino fibril. Izvedli so tudi preizkus s 
fluorescenco, kjer je bila pentamer formil tiofen ocetna kislina (p-FTAA) uporabljena kot 
sonda za detekcijo prefibrilarnih agregatov. p-FTAA močno fluorescira v njihovi prisotnosti. 
V prisotnosti kurkumina se zavre nastajanje prefibrilarnih vrst peptida, kar pa je odvisno od 
njegove koncentracije. Ti rezultati podpirajo domneve, da kurkumin premakne fibrilacijsko 
pot od prefibrilarnih oligomerov proti amiloidnim fibrilam (Caesar in sod., 2012).  
V prejšnji raziskavi (Alavez in sod., 2011) na Caenorhabditis elegans so odkrili, da je 
kurkumin obetajoče zdravilo proti nepravilnem zvijanju proteinov med staranjem in 
amiloidozo Aβ3-42. Pri C. elegans niso zabeležili toksičnih učinkov pri kontrolnih črvih, 
ampak je kurkumin celo podaljšal življenjsko dobo. Črvom, ki so jim dodali kurkumin, se je 
zmanjšala akumulacija Aβ peptidov (Alavez in sod., 2011).  
Kurkumin je podaljšal življenjsko dobo modelnih vinskih mušic za AB, kar so pričakovali 
glede na prejšnje raziskave. Vendar pa so kontrolne vinske mušice pokazale nižjo stopnjo 
preživetja. Farmakološki učinek kurkumina je odvisen od genotipa, torej ima največji učinek 
na modelne mušice z najslabšim fenotipom, ki je bil Aβ1-42 E22G. Najbolj toksičen pa je bil za 
najbolj preprost fenotip, torej za kontrolne mušice. Kurkumin ni imel pozitivnega učinka na 
življenjsko dobo mušic, ki so izražale tau protein, zanimivo pa je, da je izboljšal mobilnost 
mušic, ki se je v nasprotju z drugimi skupinami mušic, ohranila tudi v  starejši življenjski 
dobi. Razlog je verjetno v drugačnem mehanizmu tau proteina in Aβ peptida. Še ena 
presenetljiva ugotovitev te raziskave je to, da je kurkumin pospešil oblikovanje amiloidnih 
fibril. Opažanja so podprla predhodne ugotovitve na modelnih miškah za AB (Hamaguchi in 
sod., 2009) in v in vitro eksperimentih (Necula in sod., 2007), kjer so ugotovili, da kurkumin 
uravnava Aβ amiloidno kaskado s pospeševanjem nastajanja fibril in z zmanjšanjem 
nastajanja oligomerov (Caesar in sod., 2012).  
3 ZAKLJUČKI 
Preizkušenih je bilo že veliko rastlinskih ekstraktov na različnih modelnih organizmih. 
Ugotovljeno je bilo, da spojine iz rastlinskih ekstraktov dobro učinkujejo proti NB in bi bile 
lahko alternativa za zdravljenje teh bolezni. Spojine imajo antioksidativne lastnosti, delujejo 
pa tudi nevroprotektivno in antiamiloidogeno. V diplomski nalogi so natančneje opisane tri 
izbrane raziskave, kjer so preverili učinek rastlinskih ekstraktov na modelnih vinskih 
mušicah, kvasovkah in na celični liniji nevroblastoma.  
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S prvo raziskavo je bilo ugotovljeno, da sta ekstrakta opuncije in rjave alge primerna za 
tretiranje Alzheimerjeve in Parkinsonove bolezni pri živalskih in celičnih modelih. Rastlinska 
ekstrakta sta zmanjšala toksičnost agregatov in preprečila nastanek amiloidnih fibril. Zaradi 
teh prihaja do prekinjanj celične membrane v živčnih celicah ter s tem tudi celična smrti, kar 
povzroči nekatere NB, vključno z AB in PB. Ekstrakta iz opuncije in rjave alge sta izboljšala 
viabilnost pri modelnih kvasovkah za AB ter delno podaljšala življenjsko dobo modelnih 
mušic za AB in PB in izboljšala njihovo mobilnost. Ker delujeta na tako različnih organizmih, 
imata potencial tudi pri višjih organizmih. Ravno zato bi bile potrebne nadaljnje raziskave na 
drugih modelnih organizmih, kasneje pa tudi klinične preiskave pri ljudeh. Ekstrakta bi se 
mogoče lahko uporabila za tretiranje ostalih NB, ki so povezane s proteinopatijo, kot je 
Huntingtonova bolezen in različne tauopatije. V drugi raziskavi so proučevali ekstrakt iz 
rastline Gastrodia elata na človeški celični liniji nevroblastoma, pri kateri je bila celična smrt 
inducirana z Aβ peptidi. Ugotovili so, da etiletrska frakcija iz ekstrakta, ki je bila ena od petih 
frakcij, zavira celično smrt, prav tako pa ima visoko antioksidativno aktivnost, ki prav tako 
pripomore pri tretiranju AB. Ta raziskava namiguje, da so prisotni rastlinski ekstrakti, ki 
pozitivno učinkujejo na človeške celice in bi bili lahko uporabni za zdravljenje 
nevrodegenerativnih bolezni pri ljudeh. Vendar pa bi bilo pred uporabo rastlinskih ekstraktov 
za zdravljenje ljudi bolje raziskati, saj je lahko učinek na celotnem organizmu povsem 
drugačen kot pa na posamezni celični liniji. Manj obetaven je kurkumin, katerega učinek so 
ugotavljali v tretji raziskavi na različnih genotipih AB v Drosophila modelnem organizmu. 
Ugotovili so, da pri najhujših fenotipih AB kurkumin podaljša življenjsko dobo mušic, vendar 
jo skrajša pri kontrolnih mušicah. Prav tako v in vitro zmanjša nastanek oligomerov Aβ 
peptida, vendar pa pospeši nastajanje netopnih toksičnih fibril. Podoben učinek so že 
zabeležili v predhodnih raziskavah na ljudeh. V raziskavi pa je bilo omenjeno, da se kurkumin 
dobro veže na amiloide, tako da bi bil lahko uporabljen za njihovo identifikacijo v histologiji. 
Pot do zdravljenja NB z zdravilnimi rastlinami je še dolga, vendar pa ima velik potencial. 
Seveda je pri tem vprašanje, kako bodo ekstrakti delovali pri človeku, saj imajo lahko 
drugačen učinek v in vivo ter in vitro ter ali bodo sposobni popolnoma pozdraviti bolezen in 
jo ne samo delno upočasniti, kot je to že mogoče z danes prisotnimi zdravili in terapijami. Ne 
glede na to, se rastlinski ekstrakti zdravilnih rastlin danes uporabljajo tudi v druge namene, na 
primer v kozmetiki in kot prehranski dodatki, saj imajo veliko pozitivnih učinkov in njihove 
komponente delujejo kot antioksidanti. Torej potrebnih raziskav je še veliko, v upanju, da 
najdemo zdravilo, ki bo v celoti pozdravilo proteinopatije in pripadajoče NB.  
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